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Obiekty badan

e Dwa kluczowe enzymy drogi zapasowej (ratunkowej) komorki: fosforylaza nukleozydow
purynowych (PNP) i syntetaza adenylobursztynianowa (AdSS) z bakterii Helicobacter pylori

e Hodowle bakteryjne Helicobacter pylori kilku szczepow — szczepy o zsekwencjonowanych
genomach, izolowane od pacjentow (26695, J99, N6)

Metody badawcze

e Metody inzynierii genetycznej (klonowanie genéw w uktadach ekspresyjnych, oczyszczanie
rekombinowanych biatek metodami chromatograficznymi)

¢ Biochemiczna charakterystyka aktywno$ci enzymow (testy specyficznosci substratowe;,
wyznaczenie parametroOw kinetycznych, testy podatnosci na inhibicj¢ przez znane inhibitory
enzymow z innych zrodel, wyznaczenie statych inhibicji)

¢ Dyfrakcji rentgenowskiej na krysztatach w celu rozwigzania struktury przestrzennej enzymow
z atomowg rozdzielczoscia

¢ Biofizyczne metody wyznaczania parametrow chrakteryzujacych struktur¢ oligomeryczng
biatlek w roztworze (analityczne ultrawirowanie) oraz charakteryzujacych oddziatywanie
biatko-ligand (inhibitor) w roztworze, m.in. miareczkowania fluorescencyjne, izotermiczna
kalorymetria miareczkujaca (ITC), termoforeza (MST)

e Badania wzrostu i H. pylori w hodowlach ptynnych w obecno$ci inhibitoréw enzymoéw PNP
I AdSS, z wykorzystaniem licznika mikroptytek

Cele badan

e Okreslenie molekularnego mechanizmu dziatania wymienionych wyzej dwoch kluczowych
enzymow drogi zapasowej (ratunkowej) komorki: PNP i AdSS H. pylori

e Scharakteryzowanie dynamiki hamowania przez znane inhibitory badanych enzymow
namnazania si¢ kilku szczepow H. pylori, izolowanych od pacjentow.

e W oparciu o uzyskane wyniki zaprojektowanie silnych, specyficznych inhibitorow PNP i
AdSS z H. pylori.

Opis problemu badawczego, jego znaczenia i ogélny plan badan

Celem naukowym projektu jest eksperymentalna weryfikacja na poziomie komorkowym i
molekularnym  zatozen nowatorskiego  podejscia do terapii przeciw mikroorganizmom
chorobotworczym pozbawionym mozliwosci syntezy puryn i nukleozydow purynowych de novo,
jak np. H. pylori [7,8]. Rozw¢j takich mikroorganizmow uzalezniony jest catkowicie od drogi
metabolicznej zwanej droga zapasowa (ratunkowsg) komorki (ang. salvage pathway), jako jedynej
umozliwiajgcej pozyskiwanie budulca do syntezy DNA i RNA. Zatem blokowanie tego szlaku
powinno zahamowac¢ ich namnazanie. W ramach projektu planuje si¢ zbadanie dwoch enzymow
tego szlaku, fosforylazy nukleozydow purynowych (PNP) i syntetazy adenylobursztynianowej
(AdSS) H. pylori i sprawdzenie czy hamowanie kazdego z nich osobno lub obu réwnoczes$nie
wystarczy do zablokowania rozwoju bakterii (z mocnym wskazaniem na drugie rozwigzanie czyli
synergie¢ wynikajaca z hamowania rdwnoczesnie obu enzyméw). Gdyby odpowiedz okazata si¢
pozytywna, podejscie takie otworzy potencjalne mozliwosci opracowania nowych skutecznych
terapii przeciw mikroorganizmom pozbawionym mozliwosci syntezy puryn i nukleozydow
purynowych de novo.



Bakteria H. pylori odkryta 30 lat temu [9], kolonizujagca bton¢ S§luzowsg zotadka, jest
niebezpiecznym patogenem i przyczyng powaznych problemow zdrowotnym na catlym $wiecie
[10]. Szacuje si¢, ze ponad potowa ludzkosci jest zakazonych tg bakteria, a w niektorych krajach i
niektorych grupach wiekowych odsetek zakazonych dochodzi nawet do 80% [11,12]. Nalezy
jednak wspomnie¢, ze w ostatnim dziesigcioleciu odsetek osob zakazonych H. pylori w krajach
rozwinietych ulegl znacznemu obnizeniu. Infekcja H. pylori jest czynnikiem ryzyka rozwoju
wielu chorob gérnego odcinka przewodu pokarmowego, m.in. zapalenia blony sluzowej zotadka i
dwunastnicy, choroby wrzodowej zotadka i dwunastnicy, raka zotadka i chtoniaka typu MALT
[13], cho¢ na szczgscie tylko u okoto 10-20% zakazonych rozwijaja si¢ choroby zwiazane z tg
infekcja, w tym u 1% nowotwory.

Jak dotad nie jest dostepna, ani terapeutyczna, ani profilaktyczna, szczepionka przeciw H. pylori,
a dotychczas stosowane réznorodne terapie jak np. potrdjna czy sekwencyjna (oparte na
zastosowaniu inhibitora pompy protonowej i przynajmniej dwdch antybiotykow) nie zawsze sa
skuteczne z powodu braku podatnosci na kuracje niektorych pacjentow i opornosci na antybiotyki
wielu szczepow bakterii [14]. Zatem bardzo potrzebne sa nowe metody terapeutyczne. Mamy
pomyst na takag terapie, a proponowana praca doktorska jest elementem szerokiego projektu
poswigconego badaniom podstawowym weryfikujacym na poziomie molekularnym czy pomyst
ten ma szans¢ na pozniejszg praktyczng realizacje.

Hamowanie jednego tylko enzymu drogi zapasowej moze nie by¢ wystarczajace, bowiem zgodnie
z opisang niedawno maszynerig enzymatyczng tego szlaku w H. pylori, dla kluczowych reakcji
enzymatycznych istnieja potaczenia alternatywne [15]. Zakladamy, ze w przypadku H. pylori,
konieczne bedzie zatem rownoczesne blokowanie dwoch enzyméw tego szlaku: fosforylazy
nukleozydow purynowych (PNP) i syntetazy adenylobursztynianowej (AdSS). Wedlug [15]
enzymy te petnig kluczowa role w przezywalnosci komorek H. pylori.

Ogo6lny plan badan w prezentowanym projekcie zaktada:

e uzyskanie rekombinowanych enzymoéw z H. pylori: fosforylazy nukleozydéw purynowych
(PNP) i syntetazy adenylobursztynianowej (AdSS),

e poznanie na poziomie molekularnych ich wtasciwosci, w szczego6lno$ci struktury przestrzennej i
parametrow charakteryzujacych oddziatywania z ligandami,

e sprawdzenie, czy 1 w jakim stopniu mozna zahamowaé te enzymy przy uzyciu znanych
inhibitorow PNP i AdSS innych organizméw (np. z E. coli) oraz zwiazkéw z bogatej kolekcji
partnera zagranicznego (grupa Prof. Marii Lui¢ i wspotpracujace z nig grupy chemikoéw
organikow z Instytutu im. Rudjera Boskovi¢a w Zagrzebiu w Chorwacji),

e sprawdzenie czy 1 w jakim stopniu stosujac powyzsze inhibitory mozna hamowa¢ rozw¢j H.
pylori w hodowlach ptynnych ,

e zaprojektowanie na podstawie struktury przestrzennej i witasciwosci obu biatek, silniejszych i
bardziej specyficznych inhibitorow

Proponowany temat pracy doktorskiej jest elementem polsko-chorwackiego projektu ,,Purine
salvage pathway enzymes from Helicobacter pylori and Escherichia coli”, ktory realizuja, od
ponad roku, wspdlnie, grupy Prof. Marii Lui¢ z Instytutu im. Rudjera Boskovi¢a w Zagrzebiu w
Chorwacji, a w Polsce grupa prof. Agnieszki Bzowskiej z Wydzialu Fizyki Uniwersytetu
Warszawskiego we wspotpracy z grupa prof. Katarzyny Jagusztyn-Krynickiej z Wydziatu Biologii
Uniwersytetu Warszawskiego. Projekt rozwija si¢ dynamicznie, zatem zadania doktoranta i
szczegotowy cel Jego/Jej pracy doktorskiej zaleze¢ bedzie od momentu, w ktorym doktorant
wlaczy sie do badan.

Badania prowadzone w Polsce maja zagwarantowane finansowane dzigki przyznanemu wtasnie
przez NCN grantu Harmonia. Badania w Chorwacji finansuje czteroletni grant przyznany prof.
Marii Lui¢ przez Croatian Science Foundation jesienig 2014 roku. Niezbedna do realizacji
projektu infrastruktura badawcza jest w catosci dostepna w instytucjach partnerow.
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